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はじめに
人聞の発絡が環境因子とくに食物因子の最長管をつよく
受けていることが疫学的研究より明らかにされて来てい
るUまた日本人の泌による死亡率は男女ともに同協が最
も高いことが示されている?こうした背最を考慮するな
らば食物を栄益的側面のみならず総予防の側面から解析
することは;広務のあることと与えられる。
われわれは日常の調理条件によ って調製した食品中の
也原物質をスクリーニングする目的で，微生物を用いる
方法を線用したいと考えた。それはこの方法が迅速，低
廉であリ. 今までに微生物を用いて調べられた突然変呉
原物質と動物実験による焔l瓜物質が高い相闘を示す21 こ
とが示きれて米たからである。 Z見ゐi微生物法でもっとも
広〈利用されているのはAmesら却の開発した Salmo-
nella Iyphimuriu加の一連の系である。これはヒスチジ
ン要求性変興株でとくにTA 1535， T A 100， T A 1538， 
T A98およびTA 1537株が推奨されている。いずれも被
検物質によ ってヒスチジン要求性(His-)から Jド姿ボ性
(Hisつにj反対突然変異することを変異原性検出の冶僚と
している。これらの菌徐には化学物質に対する膜透過性
や感受性をよくするための遺伝子(rfa，JuvrB)が組み込
まれており TA100とTA98にはプラスミドとして業剤耐
性因子(pKM101)が導入されているので感.受性がさらに
高くなっている?5}しかしこの系は食品のようにヒスチジ
ンを含む試料にそのまま適用することができない.Ames 
法によって食品の変異原性を調べた報告白て'は治権性お
よひ・級住でレ可溶な画分を有機i&媒によって嫡出したもの
を試料としている。また既知変yi原物質を食品に添加し
て抽出時の回収率を調べながら分析した報告別むある。
このような前処理操作を施すことなく食品の'全然似性を
A湖べるために設i丘)i回.古ー 木ら8.91はTA100およびTA98
にNー メチJレ-N'ー ニトロ-Nー ニトロソグアニジン(M
NNG)を接触させて耐性保をひろい.その中からストレ
プト 7 イシン依存菌株5D-100および5D-98を分服した。
この系は変呉版物質によるストレプトマイシン依存性(5W)
から非依存性(SM"ld)への変異議発を変災版性の検出指
標としているため.われわれの目的とする調理食品の変
興原性をスクリーニングするのに郎介がよいとArえた。
しかしこの系の巡伝的特徴が充分叩lらかにされておらず.
化学物質に対する感受性や.肝ミクロソームの系のぬ入
の可能性，飽の生'ff粂{牛などについて不明の点があった
ため.この系を利用するにあたリ倹出の粂{牛を若 l二検討
したので報告する。
実験材料および方法
1.使用菌株 Salmonellalyph，muTLum S D・100体
(凶立遺伝学研究所r.i回恒夫博士よリ分与されたもの)を
f定期した。
2. B -2液体および平板培地:牛肉エキス・1%，ポ
リペプトン“ 1%， 食単0.5%.pH7.0よりなるほ地て.
ili常このIOj音波度の液体沼地を作成し滅的後冷政保存し
ておく。望書天平板t岳地を作るためにはこれを101古に布』釈
し来平1. 5-2% を加えて高圧;~~幻滅m し 30m~すつシャー
レに分注したのち↑出品器で一晩ぷ11]を舵燥させたものを
月I~、る。
注) ・極東製薬工業KK.
・大Ji栄主主化学K.K.
3.試薬:IJiI.lZ;盆伝学研究所よリ分リされたもの，2-
(2-Furyl)ー3-(5・nitro-2-furyl)acrylic acid (Fur-
yl fu ramide又(;t.AF2)， 3-amino 1， 4-dimethyl 5H 
-pyrido(4，3 b) indole(Trp-P 1)， 3 amino 1， 
???
??
? 食
methy 1-5H-py r ido( 4.3-b) indo le (Trp-p-2)市販品;
Streptomyc inは硫椴ストレプトマイシン明治(注射用)
明治製菓裂， Ampicillin はシンペニン注射用1000(アン
ピシリンナトリウム)三共製， 9-Aminoacridine HCl. 
HzOはアルドリ ッヒ化学製， 4・NitroquinolineN-oxi-
de (4NQO)， N-Methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine 
(MNNG)， Oimethyl sulfoxide (OMSO)とBenzo(α〕
pyrene( B(α)p)は和光純薬製.アフラトキシン BIIi
Makor Chemica ls Ltd.裂のものを使用した。
4 .蘭の保存:杭然突然変災によるコロニーの数がシ
ャーレ l枚に緩純した生繭約106自由l当リ200以下て.アン
ピシリンに対する低抗性のあることつまり R因fを脱落
していないことを低めた蘭株を選んて尚凍結保存した。自
然突然変異コロニー教が高い場合li以下の操作によって
分縦した。(1)ストレプト 7 イシン20μg/mt含有B-2平板
陪地J'.にS0-100をひろげてtM_fし.シングルコロニー
を少くとも10例以上とリ.それぞれをストレプトマイシ
ン20μg/mt含有 B 2液体沼地3mt中に按純し 38"C， 20 
-30P抑IJ阪港tojをする。(2)そのO.lmeをストレプ卜7 イシ
ンを含まないB-2・l'似沼地に拡げて38'C， 3日間続養す
る。(3)n然突然変nによるコロニー数が100-200以下の
もののB 2液体t1f:!定的i伎をふたたびB-2液体tM也に接椅
W1Mさせて純閣とした。歯を保存する場合はl街液に滅菌
した50%グリセリン液を~最加えて終濃度12.5%にし.
スクリューキャ yプ{・jーさの瓶に 3-4mtずつ分注してド
ライアイスアセトン中で除々にi釦交を下げ(l'C/min)，
的液が完全に凍結した後液体~-ki中または -80'C のフリ
ーザ中に保存した アンピンリンに対するJ底抗牲を調べ
るためには B-2'J<似tM也に 8mg/mRのアンピシリン(新し
くぷ1製したものあるいは冷蔵保作 l週間以内のもの)を閏
線it.ftiして乾燥したのち.その上に蘭液を交差させて画
線m布した。 37'Cで 1u免t音養したのちアンピンリンによ
る生長阻止僚のないことを確認した。
5.変異原検出法:OMSOIニi詳解した各的安良原物質
を JiJれとのi~l~になるように B 2t;';J也に加えて検定用手板
t;，.J也を{午成した コントロール1tM也としてOMSOのみ
を加えた B 2 ・ I~flit:"iJ也を作成した 生l有数測定のための
f白地として20μg.mfのi~J~・てストレフト 7 インンを合む
B-2・!'fl;)，;J也を用、、た。
If，jのlijJ;主主には B 2液体t{，;.j也を則い.占nU;Hミの場合
[立200mf'.か三 戸'j7 ラスコにt;~t也20me を， i長並t自主主の場合Ii
18mmφぷ験)l に t;~J也3mf を加えておfF.1.，~~\滅的したのち
4 ßl~/ ßl~ ストレプトマイシン溶液を tò;t也 1 mt>l'1り20μgに
なるように加えた そこへ凍結保存した的懸iお液からす
はやく滅的したピベ γ トの先てカ‘きとるようにして村I.f溺
物 学
した。残リの蘭は再びフリーザーに保存しておけば何回
も使用できるがl制のRI刈f'{i凍結倣解を繰り j与すと脱孫
しやすいので決して解泌させないようにする。 37"C， 40 
時間紛れまたは20時IfIl桜漫培養後.生埋的食t弘水で10f古
に希釈すると生m数108/mfの的液となる。このO.lmCを
i式料mあるいはコントロール則、li~反日地に ìJft して. コン
ラージ怜で手早く一線に広げた。38'Cで二日免総長したの
ち， ‘!と似tのSM'国のコロニー数を数えた。宅14数を調
べる場合は両IJl音義的f伎を105-106 f;'c.に希釈してO.lmeを
J華料しJ:と削除にt日発して SMdのコロニー数を数えた。
試料干似上のコロニー数からコントロール‘1'.紋Lのコロ
ニー数をì'J11~、たコロニー数が;式料による突然変県議起
作用の';Ulさを不す指僚となるもので，通常10Jー ぷ料lこつ
いて・ド似 2f支の 'l'.t~Jfl(( を示した。
実験結果と考察
，.菌の前培養時間について SO-100を37'C，20時
間およひ・40時間的泣t;'l;jYiしたのち，tた養液をIOS-106f告
に.iIi'釈して.1'板 !・.にまさ生誕j数を求めると同時に.的を
i主心分隊(3000rpm，10分)し生略的食出水に懸i鉛して620
nmにわ・けるj都度を測定した。また各出発時の附の防性コ
ントロールに対する'尖然変異!息十世をチェックした。表ー |
に示すように40時liIlt日主主で 1mf当りの生前数li6X 108と
表-1 前t~1i時間と F荷のf干l ft{(
なり20時Il]t白養時の3fたに姥Bi1lした。Amesら引I!His-の
T A 100を37'C，14-16時間振没(60-701主似)成長して，
1 mf当リ 1-2XI09(O.0.6601.7)例の生閣を含むlijt告養
液O.lmeを変異i車、試験に用いている。S0100のW1 ~IU支は
これよリ fl~~ 、が後期対数J\")前期の自iJtg主主閣とし て充分供
試しうるものであった。一般に定n-矧の菌li感度がわる
いために変異原試験には用いられない。 4NQOを陽性
コントロールとして用いた場合， 20時間応義のI摘も40時
間t宮廷のl衛も同位I立の変異コロニーを生じ感度に差は見
られなかった。 t音j妥ぷ験管にt;H也3mtを加えて則的し.
37'Cで依i塁t音養(1∞往復/分)した場合の20時間後の菌の
生f皮は3X 108/mtで陽性コントロールに対する感度は
除湿総長の場合と変リなかったので今後の前指養には振
滋tg:1e法も併用することとした。
( 2 ) 
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菌の保存日数と向然突然変異コロニー数
ならびにAF2による変異コロニー数との
関係
図-2
っとり出し，その10j音希釈菌液をコントロール用i%iJ也お
よび0.5X10- 3μg/m~のAF 2 を含む試験用、下似t白地にそ
れぞtl.0.Imeずつ流してひろげ37'C， 2日間賠主主したのち
SM，ndの変興コロニー数をiWl定した。図-2には接純した
生幽数107あたりの変異コロニー数と保存日数との関係を
示した。これより前士宮主主的の保存回数が長くなるとコン
トロール平板上の向然突然変異によるコロニー数がJt':1JII
し試薬あるいは試料による変異コロニーとの差が測定し
にくくなる一方， A F 2に附しては似存日数とともにI，;J
一波!支のAF2による変呉コロニー数カ川、ちしるしく附
加する傾向を示L，A F 2に対する凶の!必l交が非常に高
くなっている結巣がポされた。これは恐らく E自の主化に
伴う現象かと推測されるが経時的変化が顕治で感度が不
安定であることから.保存幽の使用は避けるべきであろ
うと判断した。
(X 10') 
岨
4 コント ロール用および試験用平板培地に接種する
菌量について :AF2のように変呉服性と殺的性を示す
波度が近接している場合は生存幽数当りの変興コロニー
数で変呉服活性を表現する必要のある場合がある。この
場合平板ほI也にまく的数をいろいろ変えてみると白然変
災コロニー数とまく Iお数との聞には I{(総(fj比例関係がな
いこ とが観察された。 図-3はコントロール的地およびA
F 2 (0.5XIO→μg/me)含有培地に 3X 104- 3 X 107il^1の
生前をまいた場合の変興コロニー数をヌJ;したものである
薗の接雌量を地加させると AF2による変災コロニー数
はいちじるしく地加する一方コントロールt剖也の日然変
央コロニー数のI相IJII (.，接的 l省:止に比Wlj し~:\，、。したがっ
て変異コロニー数/生存的数でぶJ)Lする場介は自然突然
??????????
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F自の増殖におよほすス トレプトマイシン
濃度の員長特
2.培地に加えるストレプトマイシンの淑度について:
SOIOOはストレプトマイシン依存性変異株であるから地
殖に際して培地中にストレプト 7 イシンを添加する必要
がある。その濃度が高すぎると生育が阻止されるので最
適濃度を知る目的で以下の実験を行なった。 8-2培地
5~の入った培養試験管にストレプトマインンをそれぞ
れ50，100， 150， 200， 250， 300μgずつ加えた借地を調
製した。一方SOIOOの前第養液を遠心分離し，菌体を生
理的食温水で2回洗浄したのち前滋養液の50!音量の生理
的食塩水に懸濁してそのO.lmiをそれぞれの培地に接怪し
37'C， 20時間援混給養した。士音養後620nmの吸光値を測
定して菌量を求め，図-1に示した。この結果局地中のス
トレプトマイシン10μg/miのときに歯の生育江主が最も高
いことがわかったので.以後の実験においては前結養培
I也にこの濃度でーストレプト 7 イシンを添加することとし
た 。 1~阻氏引によると 20μg/~のストレプトマイシンを
添加しているがこの浪度でも幽の生育はそれ桂低くない
ことから10-20μg/mtの範囲がストレプト 7 イシンの適
当な添加訟であろうと考えられた。
3.前培養菌液の保存について Amesら101によると.
ヒスチジン依存性サルモネラ菌は冷蔵保存すれば数日間
は使用できることを報告している。S0100についての保
存性が調べられていないため，簡の保存日数と保存菌の
自然変異コロニーの出現数ならびにAF2に対する感受
性を調べた。ストレプトマイシン10μg/mtを含む液体域
地3melこS0100を桜極し37'C，40時間静fli培養したのち
培接試験管を 4'Cの低温庫に移して24時間毎に l本ず
10 盟国
ストレプトマイνン・哩
図-1
????????ー???ー?
明10
ao 
100 
ICIO 
“10 
望自
a畑
.残存.
学
(X 10勺
??????????
岨
回
初
車
物食
M凹
1四)0
官E
置10
1冊
置蹄
直10
園田
4∞ 
直田
軍1)
-4 -
???
?
????
?
?
??ー?
-1 -2 -1 
AF2申.度 ( 10'.，1崎地.t)・ー
閣の変興ならびlこ別納におよぽすAF2i，農
皮の影特
図-4
( 3X 10'伺/プレート)
プレートにまいた1有数と向然'欠然変興数
ならびにAF2による変~~数との関係
'セ閣の副司E
図-3
6.数種の癌原性突然変異物質に対するs0 IOO~乗の感
受性について:すでにもお係性の明らかにされた変異原物
質について本菌の感受性をしらべた。供試した変異原は
AF2， 4NQO， MNNG， NaN3， 9-AminoacridineとTry-
P-1およびTry-P-2である。NaN3以外は何れもDMSOに
i容解し10-10ーらg/meの濃度でい平板t音I也に添加し. 101音
希釈した前培養菌液0.1meをひろげて37'C2日開局養後の
変異コロニー教を測定し生街107例あたりの変呉コロニー
数とi度成との関係を図-5に示した。図より明らかなよう
にはっきりと変異原性を検出できたのはAF2と4NQ
OのみでMNNGに対しては僅かに陽性であった。その
他のものは図に示さなかった変異原物質も含めて全濃度
範聞に亘って陰性であった。 AF2および4NQOはt亙
基置換恕変異を示すTA100株と.フレームシフト型変異
を示すTA98株の両者に対して変異原性を示すことが知
られているがSD1001こ対して何れの却の変異を起させて
いるのかは未だ明らかでない。 Try-P-1，Try-P-2は動
物体内で代謝を受けた後に発絡性を示す変異原物質であ
ることが知られているが微生物にはこれらの代謝的活性
化の作用を欠くものが多いので本目白ーによる変呉原伎が見
られなかったのはその為であろう と考えられる。しかし
MNNG， NaN3， 9-Aminoacridineは何れも代謝活性化
を要しない変異原物質であるが，本菌によって変異原性
が明確に示きれなかったのはこれらの物質に対する感受
性の低いことに依るものと考えられた。アフラトキシン
( 4 ) 
変 y~の険むl尚説l を I.;JP年に求めるか.あるいは生存ネをあ
らかじめ求めておいて平似にまく生存術数を一定にしな
けilI.fならないと私lJ命さiLた。
5.菌の変異と増殖におよlますAF 2の;康度の膨響に
ついて:SD100(こ付する枇も 1~1~、陽性コ ン トロールであ
るAF2についてその変異的;何回と濃度の関係をしらべた。
I;;J叫に AF2 がl有の W:~((に及ぼす~-主将も似駁した。 前結・
1量的を宅f型(IJ食以水て'.2 l!!l洗浄し続発液の101斉放の生
月l(I(J食出水に懸泌したのち前液のO.)meを各附itH生(0-
JO-I，ug/mOのAF2を含む平似tr{.!也にまいて37'C，2日
!日lt;; ~をしたのち宅 じ た変異コロニー数を測定した。 また
液体t;t!5mf(ニストレプト 7 イシン20μg/mfを加え，さ
らに AF2を10-'-10-1μg/meになるようにi余力日して50
li';{Ij・釈のIjijt; 1t I街液をO.)meずつ接純し37'C20時間仮設
的発し rWのm献を620mmの吸光I~より測定した。 ご古来を
図-4にぶしたがAF2の変呉服活性は10-2μg/meまでは
1"-'支のm加とともに向くなるがそれ以上の濃度になると
急激に低下した。このことを的の生育と併せて見るとA
F 21"-1交のli'lJfIと ともに菌の生fH;t.抑制さh.10ーらg/
meでは全〈生nは認められなかったので，変異原活性の
民[1.な II~下{主的の欽死によるむのと判断された。 従って
A F 2の変巽原活性羽1定の適当なir!1支範囲は 5X 10-3-
1 X 10-3μg/m1である。このよ うに変異原活性の測定は
仰の死滅漉I1Eを巧I.M.に入れたai疋な濃度で与行われるべき
である.
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図-5 需草原性変異原物質に対する SD100の感
受性
BlやB(α)Pはそのままでは微生物の突然変異を起こすこ
とができないが代謝活性化作用のある硝乳類の肝ホモジ
ェネートを加えると突然変異を誘起する代表的化学物質
である。これらの物質に対する本菌の感受性を調べるた
めにS-9Mix.0.1mtを前培養101音希釈菌液O.lmtとともに
軟寒天液2mt中に加えて平板上に重層し，試料はDMSO
に溶かして 1mg/mt. 100.μg/mt. 10μg/mt. 1μg/叫
としその20μlを同形J戸紙に浸ませて平板上にならべ. 37 
℃に静置し観察した。しかしアフラト キシンBlについて
もB(α)Pについてもその周辺にSdindの変異コロニーは全
〈検出されなかった。従ってSD100でinvitroの代謝活
活性化試料についての変異原性を検出することが困難と
判断された。以上の結果から本菌による変異原性の解析
はTAlOOに比べるとかなり限定されるものと恩われた。
この点は他の系を併用することによ って補 う必要がある
と」号える。
要 約
調理食品の変異原性を検出するためにSαlmonellα
typhimu円 umSD100株を用いる方法を検討した。その結
果つぎの点が明らかになった。
1 )前培養菌は20時間培養(2X108cels/mt)の場合
も40時間培養(6X108cels/mt)の場合も 4NQOに対
脚註)・Polychlorinatedbiphenyl (PCB)を投与して
代謝醇索活性を誘導したラントの肝ホモジェネートを，
9.000Xg10分間違心分雛した上消に補醇紫を添加した
もの。
( 5 ) 
する感受性は同程度であった。
2 )菌の生育はストレプト?イシン濃度10μg/mtの培
地において最も良好であった。
3 )前培養菌を 4.Cで3日間保存すると生菌107あたり
の自然突然変異コロニーは 5倍に AF2(0.5X10→μg/ 
mt)に対する変異コロニーli7倍に地加したので接種菌
は新鮮な前活養衡を用いた方がよい。
4 )平板上に接種する菌盆と生ずる自然変異コロニー
数との聞に比例的関係は認められなかった。
5 )この菌はAF2と4NQOに対し感受性が認めら
れたがMN N G. 9-アミノアクリジン.NaN31こ対しては
感受性を示さなかった。 PCB誘導を行なったネズミの
肝ミ 7ロソームによって活性化したアフラトキシンBl.
B(α)Pに対しても感受性を示さなかった。
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Summary 
To detect mutagens in food. the microbial method using the streptomycin-dependent strain SalmoneLla typhimurium 
SD・100was examined. with the following results : 
1) Cell cultures of SD-1∞grown for 20 or 40 hr in medium containing streptomycin showed to similar levels of 
induction res凹nseto the chemical mutagen. 4NQO 
2) Maximum growth of the strain was found in the B-2 broth containing 10μg/ml streptomycin_ 
3) When overnight culture of the strain was kept at 4.C for three days and used in the assay (the old plate). the 
number of natural revertants in the control plate increased日vefoldcompared with that in the new control plate. In 
the case of old and new test plates containing 0.5 x 103μg/ml AF2. number of revertants in the former was sevenfold 
that in the latter. Because of the extrem sensitivity of the old cultrues. fresh cultures are recommended for the aぉay
4) The more the moculating cells increased in the control plate. the more the spontaneous mutants arose in it. but 
the relationshlp was not linear 
5) This bacterium was sensitive to AF2 and 4NQO but not to MNNG. 9・ammoacridineand NaN3. Also. no sensi-
tivity was found to aftatoxin BI and benzo(α)ーpyreneactivated by rat liver microsomes induced by PCB. 
( 6 ) 
